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論 文 内 容 要 旨
序 論
カ ゼ イ ノ グ リ コ ペ プ チ ド(CGP)は,Fig.1に 示 す よ う に,κ
一 カ ゼ イ ン に キ モ シ ン を 作 用 さ せ た 時 に 遊 離 し て く る106Metか ら
169Valま で の ペ プ チ ドで あ り
,N一 ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン を 含 む
糖 ペ プ チ ドで あ る 。CGPは グ リ コ マ ク ロ ペ プ チ ド(GMP)あ る
い は カ ゼ イ ノ マ ク ロ ペ プ チ ド(CMP)と も 呼 ば れ る も の で あ る 。
κ 一 カ ゼ イ ン は カ ぜ イ ン ミ セ ル の 表 面 近 傍 に 局 在 し,カ ゼ イ ン ミ セ
ル の 安 定 化 に 寄 与 して お り,キ モ シ ン や ペ プ シ ン を 含 む レ ン ネ ッ ト
の 作 用 に よ っ て,CGPが カ ゼ イ ン ミ セ ル よ り 遊 離 す る と カ ゼ イ ン
は 凝 集 し,カ ー ドを 形 成 す る 。 こ の カ ー ドを 熟 成 す る こ と で,い わ
ゆ る ナ チ ュ ラ ル チ ー ズ が 作 ら れ る 。 こ の よ う にCGPは チ ー ズ 製 造
の 副 次 生 産 物 中 に 存 在 し,カ ゼ イ ン ミ セ ル の 安 定 化 作 用 に 関 す る 役
割 は 認 識 さ れ て い た も の の,そ の 工 業 的 規 模 の 調 製 や 生 理 的 意 義 に
関 す る 研 究 は ほ と ん ど 行 わ れ て い な か っ た 。
本 研 究 で は,カ ゼ イ ン や ホ エ ー 濃 縮 蛋 白 質 か ら,CGPの 物 理 的
・化 学 的 性 質 を 利 用 し て ,食 品 レ ベ ル で 利 用 可 能 な,安 全 で 有 効 に
調 製 で き る 方 法 を 検 討 す る と と も に,CGPが シ ア ル 酸 を 含 む 糖 鎖
を 持 つ ペ プ チ ドで あ.る こ と に 着 目 し,コ レ ラ トキ シ ン へ の 中 和 効 果,
イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 赤 血 球 凝 集 阻 止 効 果 な ど の 生 理 効 果 を 検 討
し た 。
第1章CGPの 工 業 的 調 製 法
第1節 レ ン ネ ッ トカ ゼ イ ン ホ エ ー か ら のCGPの 大 量 調 製 方 法
乳 酸 カ ゼ イ ン に レ ン ネ ッ トを 作 用 さ せ て 酵 素 処 理 を 行 い,カ ー ド
(イ ミテ ー シ ョ ン チ ー ズ)を 調 製 す る 際 の 副 次 生 産 物 で あ る レ ン ネ
ッ トカ ゼ イ ン ホ エ ー に 着 目 し,こ の ホ エ ー を 逆 浸 透 膜(RO膜)を
用 い,濃 縮 ・脱 塩 処 理 を 行 う こ と に よ っ てCGPを 大 量 に 調 製 で き
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る こ と を 見 出 し た 。 酸 カ ゼ イ ン1Qkgを レ ン ネ ッ ト処 理 し て 得 た
ホ エ ー1004よ りCGP180gを 得 た 。CGPの 一 次 構 造 に は
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン(Phe)が 含 ま れ て い な い こ と か ら,得 ら れ た
CGPのPhe含 量 か ら 純 度 を 計 算 し た 結 果,約60%で あ っ た
(Table1)。 こ の 粗CGPを さ ら に イ オ ン交 換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ り純 度 を 約85%に 上 げ ,電 気 泳 動 的 に は 単 一 バ ン ドの もの
が 調 製 で き た(Fig.2)。
第2節pHに よ る 解 離 一 会 合 挙 動,お よ び そ れ を 利 用 し たCGP
の 大 量 調 製 方 法
CGPの 理 論 的 な 分 子 量 は 約9kDaで あ る が,ゲ ル 濾 過 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー パ タ ー ン に よ る み か け の 分 子 量 分 布 は,p}17.0で
は20か ら50kDa,pH3.5で は10か ら30kDaで あ り,
pH依 存 的 に 変 化 し た(Fig.3)。 ま た,分 子 量20か ら、50kD
aの 限 外 濾 過 膜 に 対 す る 阻 止 率 に っ い て も,pH3.5で0.2か
ら0.4で あ る の に 対 し,pH6.5で は0.7以 上 で あ り,pH
依 存 的 な み か け の 分 子 量 変 化 が 示 唆 さ れ た(Flg.4)。 こ の 性 質 を
利 用 し て 限 外 濾 過 に よ る 簡 便 で 実 用 的 なCGP調 製 法 を 確 立 し た 。
す な わ ち,酸 性 条 件 下 で ホ エ ー タ ン パ ク 質 濃 縮 物(WPC)溶 液 を
分 画 分 子 量50kDaの 膜 で 限 外 濾:過 し,透 過 液 中 にCGPを 得 た 。
こ の 透 過 液 を 中 和 後,同 じ膜 で 限 外 濾 過 し,濃 縮 液 を 脱 塩,凍 結 乾
燥 す る こ と に よ っ てCGPを 得 た(Fig.5)。 こ の 方 法 に よ り,W
PCか ら純 度81%のCGPを 収 率63%で 調 製 す る こ と が で き た 。
本 方 法 は,既 存 のWPC製 造 工 程 の 途 中 に 適 用 す る こ と が で き,容
易 に ス ケ ー ル ア ッ プ が 可 能 と な っ.た 。
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第3節CGPの 定 量 方 法 の 検 討
チ ー ズ ホ エ ー 中 のCGP定 量 方 法 と し て,こ れ ま で は,ホ エ.一 を
TCA処 理 で 前 処 理 後,CGPを 定 量 し て い た 。 し か し,TCAで
沈 澱 す るCGPと 沈 澱 し な い も の が あ り,定 量 法 と して は 相 応 し く
な い こ と が 判 明 し た 。 そ こ で チ ー ズ ホ エ ー 中 のCGP定 量 方 法 を 新
た に 開 発 し た 。TSKG3000PWゲ ル 濾 過 カ ラ ム を2本 直 列
に つ な い だHPLCに 試 料 を 通 液 し,主 と し てCGP画 分 を 得 た
(Fig.6)。 こ の 画 分 を さ ら にMonoQ陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に か け る こ と に よ っ て,CGPを 定 量 す る こ と が で き た 。
こ のCGP含 有 画 分 に は 糖 鎖 お よ び り ん 酸 基 数 の 異 な るCGPの 他,
プ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン と 思 わ れ る ペ プ チ ド も 含 ま れ て い た 。 こ の 方
法 を 用 い て 決 定 し た チ ー ズ ホ エ ー お よ びWPC中 のCGP含 量 は そ
れ ぞ れ0.32g/ゑ お よ び84.8g/kgで あ っ た 。 ま た,糖
鎖 を 含 ま な いCGPはWPC中 に は 全CGP中 の 約8%含 ま れ て い
た が,チ ー ズ ホ エ ー に は 含 ま れ て い な か っ た こ と か ら,WPC製 造
中 にCGPの 糖 鎖 の 一 部 が 脱 落 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 本 定 量 法 に
は ① 試 料 をTCAで 前 処 理 す る 必 要 が な い た め に 誤 差 が 少 な い ② 糖
鎖 お よ び り ん 酸 基 数 の 異 な るCGPを 分 別 定 量 が 可 能 で あ る,等 の
利 点 が あ る こ と か らCGPの 定 量 ・分 析 に 有 効 で あ る と 判 断 し た 。
第2章CGPの 生 理 機 能
第1節CGPに よ る コ レ ラ トキ シ ン 中 和 効 果
下 痢 や 腹 痛 の 原 因 で あ る コ レ ラ トキ シ ン(CT)は,腸 管 内 に お
い て ガ ン グ リオ シ ドGM1な ど シ ア ル 酸 含 有 複 合 糖 質 を 受 容 体 と す
る こ と が 知 ら れ て い る 。CGPの 糖 鎖 構 造 は,GM1の そ れ と 同 一
で は な い が,毒 素 と の 結 合 に 必 須 と 考 え ら れ て い る シ ア ル 酸 を 末 端
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に 持 っ 糖 鎖 を 含 ん で い る 。 そ こ で,CGPがCTに 結 合 し う る か 否
か をinvitroで 調 べ た 。 結 合 は,チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
卵 巣 細 胞CHO-K1に 対 す る 形 態 観 察 な ら び に,GM1と の 拮 抗
阻 害ELISA法 に よ っ て 検 討 し た 。 そ の 結 果,CGPはCTに よ
るCHO-K1細 胞 の 形 態 変 化 を 有 意 に 抑 制 し(Fig.7),CTの
ガ ン グ リ オ シ ドGM1(CT受 容 体)へ の 結 合 を 阻 害 し た 。 こ のC
GPに よ るCT阻 害 効 果 はCGPを シ ア リ ダ ー ゼ 処 理 す る こ と で 完
全 に 消 失 し,プ ロ ナ ー ゼ 処 理 で も 阻 害 効 果 は 大 き く 減 少 し た(Fig.
8)。 こ れ ら の こ と か ら,CGPの シ ア ル 酸 部 分,ペ プ チ ド鎖 部 分
と もCT中 和 効 果 に 寄 与 して お り,特 に シ ア ル 酸 部 分 が 必 須 で あ る
こ と が 判 っ た 。
第2節CGPに よ る イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 赤 血 球 凝 集 阻 止 効 果
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は,細 胞 表 面 の シ ア ル 酸 を 介 し て 結 合,
感 染 す る 。CGPは シ ア ル 酸 を 持 っ ペ プ チ ドと して も知 ら れ て い る
が,こ のCGPに つ い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス の 受 容 体 結 合 に 対
す る 阻 害 効 果 を 検 討 し た 。 阻 害 効 果 は,ウ イ ル ス に よ る 赤 血 球 凝 集
作 用 に 対 す る 阻 止 効 果(HI)に よ り 判 定 し た 。A型 株,B型2株
の ウ イ ル ス い ず れ に 対 し て も,CGPは36～0.4μMでHI活
性 を 示 し た(Table2)。CGPのHI活 性 は,従 来 知 ら れ て い る
糖 タ ン パ ク 質 のHI活 性 物 質 の う ち,ト ラ ン ス フ ェ リ ン,フ ェ ツ イ
ン,グ リ コ フ ォ リ ン と 同 程 度 で あ っ た 。 ま た シ ア リ ダ ー ゼ 処 理 に よ
りCGPか ら シ ア ル 酸 を 除 去 す る と,HI活 性 は 著 し く低 下 し た
(Table2)。 こ の こ と か ら,他 のHI活 性 を 有 す る 物 質 同 様,C
、GPに っ い て も シ ア ル 酸 がHI活 性 に 必 須 で あ る と の 示 唆 を 得 た 。
ま た プ ロ ナ ー ゼ 処 理 に よ るCGP分 解 率 とHI活 性 の 関 係 を み る と,
分 解 率40%以 上 で 急 激 なHI活 性 の 減 少 が み られ た こ と か ら(Ta
ble3),HI活 性 発 現 に は 糖 鎖 の み な らず ペ プ チ ド鎖 も 寄 与 し て
い る と 考 え ら れ た 。
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ま と め
・ レ ン ネ ッ トカ ゼ イ ン ホ エ ー か ら パ イ ロ ッ トプ ろ1ト 硯 模 で 調 製 す
る 方 法 を 確 立 した 。
・CGPのpH依 存 的 な 分 子 量 変 化 を 利 用 して 限 彗 濾 過 に よ る 簡 便
で 実 用 的 な 調 製 方 法 を 確 立 し た 。
・HPLCと 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 組 み 合 わ せ る こ と
で,糖 鎖 お よ び リ ン 酸 基 数 の 異 な るCGPの 分 別 定 量 が 可 能 に な っ
た 。
・CGPは コ レ ラ トキ シ ン に よ る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞
の 形 態 変 化 を 有 意 に 抑 制 し,拮 抗 阻 害 試 験 に お い て もCGPは コ レ
ラ トキ シ ン の ガ ン グ リ オ シ ドGM1(コ レ ラ トキ シ ン の 受 容 体)へ
の 結 合 を 阻 害 し た 。
・イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス の 受 容 体 結 合 に 対 す る 阻 害 効 果 を,ウ ィ
ル ス に よ る 赤 血 球 凝 集 阻 止 効 果(HI)で 判 定 し た 結 果,CGPに
活 性 を 見 出 し た 。
・上 記 の 二 つ の 効 果 ば ,CGPを シ ア リ ダ ー ゼ 処 理 す る こ と で 完 全
に 消 失 し,プ ロ ナ ー ゼ 処 理 で も大 き く減 少 し た 。 こ の こ と か らCG
Pの シ ア ル 酸 部 分,ペ プ チ ド鎖 部 分 が こ れ ら の 効 果 に 寄 与 し て お り,
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論 文 審 査 結 果 要 旨
カゼイノグリコペプチ ド(CGP)は,K一 カゼインのC末 端部分であ りチーズ製造において凝乳酵素の
キモシンによって切断され,副 次産物であるホエー中に存在する。CGPは 糖鎖構造を持ち,生 理機能 も
期待 されていたが,食 品で利用可能な調製方法の開発は不十分であった。本研究はCGPの 物理的 ・化
学的性質を利用 して,食 品レベルで利用可能な安全で効率的な調製法を検討 し,さ らに,CGPが シアル
酸を含む糖鎖を持つペプチ ドであることに着目して,新 たな生理効果を検討 したものである。
まず,乳 酸カゼインを出発物質として,レ ンネットカゼインホエーを逆浸透膜を用い,濃 縮 ・脱塩処
理を行うことによってCGPを 大量に調製することを見出した。さらに,イ オン交換 クロマ トグラフィー
により,電 気泳動的に単一バンドのものを調製できた。さらに,CGPがpHに よる解離一会合挙動を示
すことを新たに見出し,こ の性質を利用 して単一の限外濾過膜を用い,pH制 御 と透過と濃縮を組み合
わせることで,効 率的に調製することを可能にした。
これまで前処理に伴う不確実性のために,正 確 なCGPの 定量が難 しかったが,ゲ ル濾過 と陰イオン
交換 クロマ トグラフィーを組み合わせることで,前 処理を行わず,正 確に糖組成の違いのあるCGPを
定量することを可能にし,工 程評価や品質保証上で多大に貢献できた。
CGPは コレラ トキシンによるCHO細 胞の形態変化を有意に抑制 し,拮 抗阻害試験においてもコレラ
トキシンの受容体GM1へ の結合を阻害することを明 らかにした。また,イ ンフルエンザウィルスの受.
容体結合に対する阻害効果をウィルスによる赤血球凝集阻止効果で判定 した結果,CGPに 活性を見出し
た・これらの効果は,CGPを シアリダーゼ処理することで完全に消失 し,プ ロナーゼ処理でも大きく減
少することから,活 性中心はシアル酸を含む糖鎖であ り,こ れが受容体に結合 し,さ らにペプチ ド鎖が
非共有結合で補強 していることを明らかにした。
以上のように,乳 資源からCGPの 物理的 ・化学的性質を利用 して食品工業 レベルで利用可能な,安
全で有効なCGPの 調製法に成功すると共に,CGPが シアル酸を含む糖鎖を持つことに着目し,コ レラ
トキシンやインフルエンザウィルスなどの感染防止に関する生理効果を新たに明らかにした。本研究の
成果は貴重な乳素材のさらなる有効活用に寄与 し,人 類の健康に貢献するところ大である。よって審査
員一同は,本 論文の著者が博士(農 学)の 学位 を授与されるのに値するものと判定 した。
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